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en l’absence de VEGF exogène, induit 
une forte néovascularisation dans le 
membre inférieur ischémié des souris 
traitées (Figure 2A). Cet effet sem-
ble lié à l’activation des intégrines 
αvβ3 et αvβ5. En effet, l’adhérence 
de cellules endothéliales à des pla-
ques de culture recouvertes de lac-
tadhérine est bloquée par un anticorps 
anti-αvβ3 (Figure 2B). De plus, l’ad-
ministration de la protéine recom-
binante lactadhérine augmente, en 
l’absence de VEGF, la phosphorylation 
d’AKT dans des cellules endothéliales 
en culture. Or, cet effet est diminué 
par l’utilisation d’un anticorps anti-
αvβ3 ou anti-αvβ5, démontrant ainsi 
que la lactadhérine interagit avec les 
intégrines αvβ3 et αvβ5 pour activer 
la protéine kinase AKT, et donc le pro-
cessus angiogénique (Figure 2C).
Discussion
Ce travail démontre pour la première 
fois que la lactadhérine est exprimée 
dans les cellules vasculaires et joue un 
rôle clé dans la phosphorylation de la 
protéine kinase AKT par le VEGF, et par 
conséquent dans l’effet de ce facteur 
de croissance sur le processus de néo-
vascularisation [5]. L’effet du VEGF 
par son récepteur VEGFR2 requiert 
l’association de ce dernier avec l’in-
tégrine αvβ3 et l’inhibition de αvβ3 
diminue l’effet pro-angiogénique du 
VEGF [6]. Nos résultats démontrent 
que la lactadhérine est un facteur 
endogène qui, en interagissant avec 
l’intégrine αvβ3, module la voie de 
signalisation dépendante de VEGF/
VEGFR2. L’activation des intégrines, 
même en l’absence de facteurs de 
croissance, peut affecter l’angioge-
nèse. Cela a notamment été démontré 
pour Del-1, l’analogue de la lactad-
hérine [3, 4]. De même, nos travaux 
prouvent que la lactadhérine interagit 
avec les intégrines αvβ3 et αvβ5 et, 
par un mécanisme dépendant d’AKT, 
qu’elle est capable d’activer le déve-
loppement de nouveaux vaisseaux 
dans un contexte ischémique en l’ab-
sence de VEGF exogène (Figure 2D). 
Ainsi, une stratégie thérapeutique 
fondée sur la surexpression de lactad-
hérine pourraît être proposée dans le 
traitement des pathologies ischémi-
ques. ◊
Lactadherin promotes VEGF-dependent 
neovascularization
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> Cryptococcus neoformans est l’agent 
de la cryptococcose, une infection 
opportuniste affectant les malades 
atteints du sida ou d’autres déficits de 
l’immunité cellulaire. Elle réalise une 
infection disséminée, dont la localisa-
tion la plus fréquente et la plus grave 
est une méningo-encéphalite, mortelle 
dans environ 20 % des cas malgré un 
traitement antifongique adapté [1]. 
Alors que l’incidence de la 
maladie a diminué dans 
les pays occidentaux avec 
l’ère de la trithérapie, la 
cryptococcose reste une 
cause majeure de ménin-
gite en Afrique subsaharienne [2]. La 
physiopathologie de l’infection reste 
mal comprise. La porte d’entrée est 
probablement respiratoire, aboutissant 
à une primo-infection pulmonaire sou-
vent asymptomatique, puis la levure 
persisterait dans l’organisme sous une 
forme latente [3]. À la faveur d’une 
immunosuppression, la levure serait 
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« réactivée » et, au cours d’un épisode 
de fongémie, pénétrerait dans le com-
partiment cérébral à travers la barrière 
hémato-encéphalique (BHE). Il s’agit 
d’une barrière anatomique et fonction-
nelle normalement étanche aux agents 
pathogènes, constituée notamment de 
cellules endothéliales dont une particu-
larité est d’être unies par des jonctions 
serrées. Les mécanismes précis abou-
tissant à la constitution de la méningo-
encéphalite restent largement mécon-
nus. Il a été longtemps supposé  que 
l’infection du liquide céphalo-rachidien 
précédait celle du parenchyme cérébral, 
comme au cours de nombreuses ménin-
gites bactériennes. C. neoformans  est 
entouré d’une capsule, ainsi qu’un grand 
nombre de pathogènes responsables de 
méningites. Cette capsule polyosidique 
est son principal facteur de virulence, 
mais son rôle dans la constitution de 
l’infection cérébrale est encore obscur.
L’objectif de notre travail était d’étudier 
les événements les plus précoces abou-
tissant à la traversée de la BHE, dans 
un modèle expérimental mis au point au 
laboratoire. Dans ce modèle, l’inocu-
lation intraveineuse de levures produit 
une infection disséminée comparable 
à la cryptococcose humaine (lésions 
histologiques cérébrales et réponses 
inflammatoires systémique et cérébrale 
identiques chez l’homme et chez la sou-
ris) [4-6]. 
Après inoculation des levures et sacri-
fice des animaux à des temps séquen-
tiels, les organes étaient prélevés, la 
charge fongique évaluée par culture du 
broyat, et la morphologie des tissus et 
des levures analysée par histologie clas-
sique, immunofluorescence et microsco-
pie électronique [7]. 
Nous avons ainsi mis en évidence la 
présence de levures vivantes dans le 
cerveau dès 5 minutes après inocula-
tion, les levures étant intravasculaires. 
C’est à partir de la 6e heure que les 
premières levures intraparenchymateu-
ses étaient observées, témoignant de 
la traversée de la BHE. Plus de 96 % des 
levures ont été observées dans le cortex 
cérébral sus- et sous-tentoriel dans les 
48 premières heures. Seules les levures 
vivantes étaient capables de traverser 
la BHE. Aucune levure n’a été visualisée 
au niveau des plexus choroïdes, con-
trairement à ce qui est décrit au cours 
des méningites bactériennes. La dissé-
mination méningée pourrait constituer 
un événement tardif dans la genèse de 
la cryptococcose neuroméningée, par 
extension à partir d’un foyer microkys-
tique cortical.  
Le franchissement de la BHE s’accom-
pagnait d’altérations fonctionnelles et 
anatomiques de cette structure. Sur 
le plan fonctionnel, l’injection intra-
veineuse de horse radish peroxydase 
a permis d’objectiver une fuite extra-
vasculaire du marqueur dès la 6e heure 
post-inoculation, plus marquée à la 
24e heure, traduisant une rupture de la 
BHE. Sur le plan anatomique, l’intégrité 
de la structure vasculaire était analysée 
par un immunomarquage du collagè-
ne IV, composant de la membrane basale 
capillaire, et par microscopie électro-
nique. Tandis qu’aux temps précoces 
(< 1 h), les membranes basales des capil-
laires étaient intactes, les capillaires 
des cerveaux prélevés à 24 et 48 heures 
révélaient des altérations structurales 
majeures des cellules endothéliales, 
avec rupture de la membrane basale 
capillaire. L’un des mécanismes pourrait 
être la séquestration des levures dans 
des capillaires trop fins et la déchirure 
mécanique de ceux-ci par distorsion 
mécanique.
La traversée de la BHE s’accompagnait de 
modifications phénotypiques des levures. 
Ainsi, les levures observées dans les cer-
veaux de souris sacrifiées 6 et 24 heures 
après l’inoculation étaient significative-
ment plus grosses que celles observées 
dans le cerveau des souris sacrifiées 
1 heure après l’inoculation (p < 10- 4). 
Surtout, des modifications de structure 
capsulaire associées étaient visualisées 
grâce à l’utilisation de deux anticorps 
monoclonaux reconnaissant des structu-
res capsulaires différentes, E1 et CRND-
8, se liant respectivement sur 99 % et 
1 % des levures inoculées. Ainsi, au cours 
du temps, les levures visualisées dans le 
cerveau des souris étaient toutes initia-
lement (1 heure) marquées par l’anti-
corps E1 uniquement, alors qu’à 6 heu-
res apparaissait un double marquage 
concentrique, et qu’à 24 et 48 heures 
toutes les levures étaient uniquement 
marquées par CRND-8 (Figure 1). Ces 
modifications, visualisées dans d’autres 
tissus (rein, muscle strié et myocarde) 
avec la même cinétique, étaient, dans 
d’autres organes, plus tardives (poumon) 
ou absentes (rate, foie). Les cinétiques 
étant similaires dans des tissus très dif-
férents tels que le cerveau et le muscle 
nous font penser que ce n’est pas l’envi-
ronnement tissulaire (enzymes, pression 
de CO2 ...) qui est en cause, mais plutôt 
la structure fenestrée ou non des capil-
laires. Des expériences complémentaires 
seront nécessaires pour valider cette 
hypothèse et décortiquer les mécanismes 
qui permettent à la levure de changer si 
rapidement sa capsule, interface cruciale 
avec les cellules de l’hôte. 
Ces expériences objectivent donc in 
vivo les modifications précoces de 
structure capsulaire effectuées par 
Figure 1. Pseudo-abcès visualisé dans le cerveau 
d’une souris 24 heures après l’inoculation de 
Cryptococcus neoformans. La capsule polyosi-
dique des trois levures est marquée en rouge 
par l’anticorps monoclonal CRND-8 (couplé au 
TRITC), qui révèle ici une structure capsulaire 
nouvelle, inexistante sur les levures injectées 
initialement, dont la structure caspulaire, non 
reconnue alors par CRND-8, l’était par l’anticorps 
monoclonal E1 (ici conjugué au FITC et donnant 
un halo interne vert sur l’une des levures).
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C. neoformans au cours de la traver-
sée de la BHE et de la dissémination. 
Ce phénomène pourrait participer à 
l’échappement immunitaire évoqué 
comme l’un des mécanisme de persis-
tance de la levure dans l’organisme des 
patients ayant des déficits de l’immu-
nité cellulaire. ◊
Early capsule structure changes asso-
ciated with Cryptococcus neoformans 
crossing of the blood brain barrier
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> Le génome des mammifères contient 
environ 26 000 gènes codant des pro-
téines, auxquels il faut ajouter quel-
ques milliers de gènes dont l’action est 
relayée par des micro-ARN. Les pre-
miers d’entre eux furent identifiés chez 
le nématode Caenorhabditis elegans à 
partir de 1993. C’est en effet à cette 
date que l’on découvrit que le gène 
lin-4, un inhibiteur de la fonction de 
lin-14, ne codait pas comme ce dernier 
une banale protéine, mais commandait 
la synthèse d’un petit oligoribonucléo-
tide non codant de 22 b partiellement 
complémentaires de 7 sites conservés 
dans la région 3’ non traduite de lin-
14. Sept ans plus tard, une observation 
similaire était faite sur le gène let-7, un 
régulateur de l’expression du gène lin-
41 [1]. Les gènes lin-4 et let-7 étaient 
connus depuis longtemps. Ils sont impli-
qués dans le phénotype de mutations 
hétérochroniques qui, comme leur nom 
l’indique, modifient la chronologie 
d’épisodes fondamentaux du dévelop-
pement. L’histoire de ces gènes hors du 
commun devait par la suite rejoindre 
la saga du phénomène d’interférence 
ARN étudié d’abord dans les plantes, 
puis chez la drosophile avant que d’être 
étendu à l’ensemble des cellules ani-
males et à nombre de protistes. Des 
double brins d’ARN introduits dans des 
cellules ou produits de manière endo-
gène sont clivés en petits fragments de 
21 à 22 pb dont un des brins s’associe 
à un complexe multimoléculaire appelé 
RISC (RNA-induced silencing complex). 
Positionné en fonction de la séquence 
spécifique du petit fragment d’ARN, ce 
complexe induit la dégradation de l’ARN 
messager complémentaire. La diffé-
rence fondamentale entre les petits ARN 
interférents et les micro-ARN est que 
ces derniers ne sont pas parfaitement 
complémentaires de leurs cibles. Leur 
action exige la présence au niveau de 
celles-ci de plusieurs sites d’homo-
logie partielle dont l’occupation par 
un complexe de type RISC entraîne un 
blocage de la traduction. 
Ces dernières années, on 
s’est également rendu 
compte que des méca-
nismes dépendant de 
micro-ARN étaient en jeu 
non seulement dans la 
régulation de la stabilité et de la tra-
duction des messagers, mais aussi, au 
niveau nucléaire, dans la formation de 
l’hétérochromatine, la méthylation de 
l’ADN et, chez des protistes ciliés, dans 
le réarrangement de l’ADN lors de la 
maturation du micronoyau « germinal » 
en macronoyau transcriptionnellement 
actif [2].
Le rôle initial du phénomène d’in-
terférence ARN semble avoir été de 
s’opposer à l’invasion par des agents 
infectieux engendrant, directement ou 
indirectement, l’accumulation d’ARN 
double-brins.  Un tel rôle immunitaire 
des micro-ARN s’est sans doute révélé 
moins indispensable lorsque, au cours de 
l’évolution, les animaux ont développé 
une immunité adaptative humorale et 
cellulaire sophistiquée. Des résultats 
récents de l’équipe d’Olivier Voinnet 
(CNRS, Strasbourg, France), en collabo-
ration avec des chercheurs de l’Hôpital 
Saint-Louis (Paris, France), suggèrent 
pourtant qu’un micro-ARN cellulaire 
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